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Abstract 



The invention enables the presence of A, B, O or AB blood group antigens in a histological section to be 
detected readily and accurately. The histological section is exposed to an antiserum monospecific for the A 
B or H (O) or AB antigen. The antibodies (2) in the antiserum are labelled, before or after this exposure with 
labelling components (4). After binding of the antibodies to the cells carrying antigen (1) and washing of the 
histological section, the presence of the antigens may be detected by optical examination. The products for 
carrying out the invention are antisera monospecific for the A, B, O or AB antigen, labelled or otherwise with 
a fluorescent substance. If the labelling is not carried out in advance, the products entail separate 
containers. One contains the said antiserum and the other a labelled anti-immunoglobulin serum Application 
in assessing the prognosis of malignant tumours. 
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La presente invention concerne la mise en Evidence, 
au niveau des tissus humains, d 'antigenes d'un groupe 
sanguin A, B, 0 ou AB. 

Jusqu'a present , la recherche de la presence de 
5 ces antigfenes a eW effectu^e au niveau des tissus normaux 
grSce a une technique utilis^e depuis 1956. Cette technique 
a r6v41& que I'antigfene oorrespondant au groupe sanguin 
d ! un individu est tou jours present a la surface des 
cellules qui composent ces tissus. 

10 La technique utilis^e dans l'art ant<£rieur utilise 

le marquage des antigenes par des globules rouges,, Cette 
methode, peu maniable, ne convient pas pour la pratique 
courante, pour les raisons suivantes : manque de rapidite, 
fiabilite incertaine (appreciation k plus ou moins ^0%) , 

15 done difficult^ de quantif ieation, et reprodutibilit£ tres 
restreinte du fait de la variete du marqueur utilise et 
des consequences de sa fragility (ph^noraenes d\h£molyse, 
fausse agglutination, mauvaise conservation, impossibility 
de congelation). 

£0 7:.?us ces facteurs, et notarnrnent le manque de 

fiabilite du marqueur limitent la diffusion de cette 
methode connue. 

Or, des travaux ont montre que la presence ou 
I'abserced'un antigfene du type precitd constitue un critere 

25 devaluation pronostique des tumeurs maligoes, e'est ainsi 

que la methode connue sus-mentionn^e a ete recemment utilisde 
pour rechercher h la surface des tumeurs malignes (sein, 
estoniac, colon, col uterin, etc..) 1 'existence des 
antigenes de groupes sanguins. En particulier, les derniers 

30 travaux ayant portd sur les tumeurs de vessie ont donn£ 
par cette technique des r^sultats int^ressants en ce qui 
concerne l f evaluation- pronostiqiB pour ce type tumoral. 

La presente invention a pour but de parvenir a un 
procede de detection de la^ presence d'antigfenes d'un 

35 groupe sanguin A, B, 0 ou ABj-dans une coupe histologique, 

ce procede etant exempt des .iriconvenients de l'art anterieur 
ez pouvant §'cre mis en Oeuyre non pas seulement par un 
chercheur mais aussi par un .laboratoire medical standard ou 
par un praticien ayant besoiri d'un resultat imm^diat et 
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fiable, permettant de ce fait une therapeutique appropride. 

Selon 1 'invention, ce but est atteint par le fait 
qu'on expose la coupe histologique k un antiserum qui est 
monospeeifique humain de I'antigene A ou B ou H (0) ou 
5 AB recherch6> et l'on marque-directement ou indirectement- 
I'anticorps contenu dans oet antiserum, et par le fait 
qu'aprfes fixation et marquage, ou marquage et fixation, 
de cet anticorps sur les antigenes de la coupe histologique, 
on lave cette dernifere et on d^cele optiquement la presence 
10 £ventuelle de 1 'agent marqueur sur cette coupe histologique, 
unte telle presence temoignant que ladite ooupe histolo- 
gique comporte des antigenes du groupe consldere, puisque 
1' anticorps a 6t6 flx6. 

Ce proc6d6 admet plusieurs variantes : 
15 Dans une premiere variante le marquage de 

l'antis<§rum, c 'est-k-dire de 1 'anticorps qu'il contient,est 
effectu^ avant 1 'exposition de la coupe histologique k 
1 'antiserum. Dans ce cas, 1 'agent marqueur avec lequel 
l'antis^rum est marque peut Stre une substance flUorescente, 
20 par exemple la fluorescdine (isothiocyanate de fluoresc^ine, 
par exemple) ou la rhodamlne, et c'est alors par un examen 
en lumifere ultraviolette que 1'on d^cfele la presence 
dventuelle de 1 'agent marqueur sur la coupe histologique. 
Dans une deuxi&me variante, c'est aprfes avoir 
25 expose la coupe histologique a l'antistfrum que l'on marque 
I'anticorps fix6 par elle. Ce marquage de 1 'anticorps fix£ 
peut alors Stre effeotu6 avec un autre s£rum, k savoir 
un s6rum anti-immunoglobuline humaine^marqt?! 1 , par exemple, 
par un agent fluorescent', tel que florese^ine ou rhodamine, 
30 1' examen optique de la coupe histologique £tant ensuite 
effedue en lumifere ultraviolette. Dans cette deuxifeme 
variante, le s£rum anti-immunoglobuline, humain^ peut °Jtre 
marqu6 non pas par un agent fluorescent mais par une 
peroxydase et, apres application du serum anti-immu#>buline 
35 .humaine^a&s^marque, on applique alors k la coupe 

histologique un revfelateur selon la technique de Goons des 
imraunop^roxydases et l'on ffectue l 1 examen optique en 
lumiere naturelle. 

L 1 invention a 6galement pour objet des produits 
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pour mettre en oeuvre le proc^de" selon l 1 invention. 

Un tel produit convenant pour la mise en oeuvre du 
procede dans la premiere variante est un antiserum monc&- 
p^cifique humain de lVtcn des groupes A, B, 0 ou AB, cet 
5 antiserum <§tant marque soit par une substance fluorescente, 
telle que fluoresceine ou rhodamine (par exemple), 
L'antise'rum peut toutefois ©tre marque* par une immun©^ 
p£roxydase selon la procede" de Goons, et I'examen est alors 
fait en lumiere blanche apres application d'un rdvglateur. 
10 Pour mettre en oeuvre la deuxieme variante du 

proc^d^, 1 'invention preVoit un antiserum monosp^cifique 
humain A, B, 0 ou AB non marque, contenu dans un premier 
recipient, et un sdrum anti-immunoglobuline humaine. ou non, 
contenu dans un deuxieme recipient et marque soit par une 

15 substance fluorescente telle que, par exemple, isothiocyanate 
de fluoresceine ou rhodamine, soit par une p^roxydase. 

La figure unique du dessin annexe* illustre la 
reaction mise en oeuvre dans le proc6d6, dans le cas du 
marquage indirect, c 'est-k-dire dans le cas de la deuxifeme 

20 variante s 

La reference 1 designe une cellule avec son 
antigene, tandis que la reference 2 ddsigne un anticorps 
specif ique contenu dans 1 'antiserum non marque* mis en 
presence de cette cellule 1. La reference 3 designe le 

25 corps resultant de la fixation de I'anticorps 2 sur la 
cellule 1. La rdfe>enoe 4 ddsigne un raarqueur, par 
exemple une anti-immunoglobuline humaine^ marquee mise 
en presence du corps 3. La reference 5 designe le corps 
complexe resultant de la fixation de 1.' anti-immunoglobuline 

30 marquee sur le corps 3. On comprend que si, apres 

elimination complete (par lavage) de tous les elements 2 

et k non fix£s, l'examen optique reVele la presence 

d 1 elements 4 fixe's, cela traduit la presence du l 1 antigene 

55 Si l'on opfere selon la premiere variante (dorcau 

moyen d'un antiserum deja rnarqu£), o'est alors un corps 
compose, forme* par la fixation d'un marqueur 4 a un 
anticorps 2 que l'on met en presence de la cellule avec 
antigene 1, pour obtenir finalement le corps complexe 
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Les modalites d'ex^cution sont particuliferement 
simples et & la portee de tout laboratoire courant. 

On opere avantageusement a partir de preparations 
5 histologiques ddparaffindes non colories, eonf eetionn^es 
selon les techniques habituelles deja connues. 

Les preparations histologiques d^paraff inees sont 
fixies dans un bain d'acetone pendant 15 minutes, aprfes 
quoi ou les lave-., de preference dans trois bains differents, 
10 avantageusement avec une solution tampon a Ph 7,3 (un 
tampon, phosphate commercialise sous le nom de P.B.S. 
convient parfaitement). La duree to tale du lavage est de 
l'ordre de 15 minutes. Aprfes sechage des lames (preparations 
histologiques), on les place dans une bolte metallique, a 
15 plat sur des porte-objets et on les recouvre de 1 'antiserum 
oorrespondant. La duree de oette exposition a I'antiserum 
peut atteindre 30 minutes, voire davantage sane que cela 
nuise h. la reaction. 

Si I'antiserum applique est un antiserum deja 
20 marque par, une substance fluorescente, on ajoute, au 
debut de 1* exposition, quelques gouttes de solution au 
1/1000 de bleu Evans (colorant histologique) . Si c'est 
par uce peroxydase que I'antiserum est deja marque, on 
rajoute le substrat (ou reveiateur) selon la technique 
25 de Coons des immUnoperoxydases 

Si I'antiserum applique n'est pas un antiserum 
deja marque, on applique, aprfes lavage succedant a l 1 expo- 
sition, le serum anti-immunoglobuline humaine ou non, 
marque, ou plus avantageusement un serum anti-immunoglobuline 
30 de specif icite M, et l'on procede k une deuxieme exposition. 

Les preparations sont ensuite lavees, de preference 
dans plusieurs bains successifs de solution tampon Ph 7,3 
(5 minutes a chaque fois). Aprfes cela on seche les 
preparations histologiques et l'on monte les coupes 
55 corame suit : 

- si 1 'agent marqueur est une substance fluorescente, avec 
une goutte de glycerol placee sur une lamelle qui est collee 
sur la preparation. 

-si 1 'agent marqueur est une peroxydase , le montage se 
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fait en utilisant une resine synthetique, par exemple la 
resine commercialisee sous le nom d'Eukitt. 

On procfede ensuite a la ]ecture au microscope 
sous eclairage correspondant au type de marqueur : Eclairage 
5 UV et microscope h fluorescence avec filtres appropri^s, 
si le marqueur est une substance fluorescente. Lumiere 
blanche transmise, sans filtre, dans les autres cas. 

Bien entendu, ce mode -opgratoire, n r est pas 
liroitatif, et certaines variantes pourraient ©tre 
10 envisagees a son 3gard sans pour autant sortir du: cadre 
de 1 'invention. 
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REVINDICATIONS 

1. - Procede de detection de la presence d'antigenes 
d ! un groupe sanguin A, B, 0 ou AB dans une coupe histologique, 
caracteris* par le fait qu'on expose la coupe histologique 

5 a un antiserum qui est monospecifique humain de l'antigfene 
A ou B ou H (0) ou AB recherche, et l'on marque direc- 
teraent ou indirecteraent - 1 'anticorps contenu dans cet 
antiserum, et par le fait qu'aprfes fixation et marquage, 
ou marquage et fixation, de cet anticorps sur les antigenes 

10 de la coupe histologique, on lave, cette derniere et on 
decele optiquement la presence *ventuelle de 1 'agent 
marqueur sur cette coupe histologique, une telle presence 
t^moignant que ladite coupe histologique comporte des 
antigfenes du groupe consider*, puisque l f anticorps a 6t6 

15 fix*. 

2. - Procede selon la revendication 1, caract*ris* 
par le fait que le marquage de 1 'antiserum, c'est-&-dire 
de 1 'anticorps qu'il contieht, est effectu* avant l 1 expo- 
sition de la coupe Jiistologique a cet antiserum. 

20 3.- Proc6d£ selon la revendication 2, caracteris* 

par le fait que l' agent marqueur avec lequel 1 'antiserum 
est rnarqu* est une substance fluorescente, par exemple la 
fluorese^ine ou la rhodamine, et par le fait que e'est 
par un examen en lumifere ultraviolette que l'on d*c£le 

25 la presence eventuelle de 1 'agent marqueur sur la coupe 
histologique. 

4. - Proc£d£ selon la revendication 1, caract^ris* 
par le fait que c f est aprks avoir expos* la coupe 
histologique k 1 'antiserum que l'on marque 1 'anticorps 

30 fix* par elle. 

5. - Proc*d* selon la revendication 4, caract*ris* 
par le fait que l'on marque 1 'anticorps avec un autre 
s*rum, k savoir un s*rum anti-immunoglobuline 

marque. 

35 6.- Proc*d* selon la revendication 5, caracteris* 

par le fait que le serum anti-immunoglobuline 
est roarqu* par un agent fluorescent, par exemple la 
fluoresc*ine ou la rhodamine, et par le fait que c ! est par 
un examen en lumiere ultraviolette que l'on d*cfcle la 
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presence eventuelle de 1 'agent marqueur sur la coupe 
histologique. 

7.- Procede seton la revendieation 6, caracterise 
par le fait que le serum anti-immunoglobuline est marque 
5 par une peroxydase, et par le fait qu'apres application 
de ce serum a la coupe histologique prealablement exposee 
a l'antiserum on applique a celle-ci un r^v^lateur 
selon la technique de Coons des immunoperoxydases, et l'on 
effeetue l'examen optique en luraiere naturelle. 
10 8.- Produit pour mettre en oeuvre le procede 

selon l'une quelconque des revendieations li 2 et 3, 
caracterise par un antiserum monosp^cifique humain de l'un 
des groupes A, B, 0 ou AB, cet antiserum etant marque. 

9. - Produit. selon la revendieation 8, caracterise 

15 par le fait que l'antiserum est marque par une substance 

fluorescente telle que par exemple la fluoresceine ou la 
rhodamine. 

10. - Produits pour mettre en oeuvre le precede 
selon l'une quelconque des revendioations 1, et 4 a 7, 

20 caracterises par un antiserum monospeeifique humain A,' B, 
0 ou AB non marque* contenu dans un premier recipient/ et' 
par un serum anti-immunoglobuline contenu dans on 
deuxieme recipient et marque. 

11. - Produits selon la revendieation 10, caracterises 
25 par le fait que le serum anti-immunoglobuline est marque 

par une substance fluorescente telle que, par exemple, 
la fluoresceine ou la rhodamine. 

12. - Produits selon la revendieation 10, caracterises 
par le fait que le serum anti-immunoglobuline est 

30 marque par une peroxydase. 

13. - Procede selon la revendieation 2, caracterise 
par le fait que l'antiserum est un antiserum marque par 
une immunoperoxydase selon le procede de Coons. 
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